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3. REVIEW  
 
3.1. Karakterisasi Enzim β-D-glukosidase 
 
Enzim β-D-glukosidase merupakan enzim yang berkontribusi dalam meningkatkan 
aroma wine melalui mekanisme hidrolisis enzimatik. Karakterisasi aktivitas β-
glukosidase dalam pembuatan wine diperlukan untuk mengetahui tingkat keoptimalan 
enzim β-glukosidase untuk dapat berperan dalam meningkatkan kualitas wine. 
Setidaknya, enzim β-glukosidase harus dapat aktif pada kondisi lingkungan, seperti suhu 
rendah, pH rendah, dan konsentrasi etanol dan glukosa yang tinggi.  
 
Hasil karakterisasi β-D-glukosidase dari berbagai spesies non-Saccharomyces yeast dapat 
dilihat pada Tabel 1. Pada Tabel 1, terlihat bahwa terdapat empat parameter yang 
digunakan dalam karakterisasi enzim β-D-glukosidase, yaitu suhu, pH, efek terhadap 
etanol dan glukosa. Parameter tersebut merujuk pada kondisi lingkungan dalam 
pembuatan wine. Berdasarkan Salgado et al., (2018), enzim β-glukosidase yang 
digunakan harus dapat stabil pada pH rendah (pH antara 2,5-3,8) dan mempertahankan 
aktivitasnya pada konsentrasi glukosa 10-20% dan etanol 10-15%.  
 
Pada Tabel 1, diketahui beberapa genus yeast yang digunakan meliputi Aureobasidium, 
Brettanomyces, Candida, Debaryomyces, Hanseniaspora, Pichia, Sporidiobolus, dan 
Wickerhamomyces. Beberapa diantaranya merupakan genus yeast yang banyak 
ditemukan pada permukaan kulit anggur dan grape must seperti Aureobasidium, 
sedangkan spesies lainnya berasal dari genus Metschnikowia, Hanseniaspora, dan 
Candida, yang banyak ditemukan selama proses fermentasi (Grangeteau et al., 2015).  
  
Pada proses pembuatan wine hanya terdapat 2 kelompok suhu yang digunakan, yaitu suhu 
yang lebih tinggi (25-30℃) untuk pembuatan red wine dan suhu yang lebih rendah (15-
20℃) untuk white wine (M. Torija, 2003). Berdasarkan Tabel 1, suhu optimal β-
glukosidase dari sebagian besar non-Saccharomyces yeast berada di kisaran 40℃. 
Meskipun begitu, pada Tabel 1, juga dapat terlihat bahwa pada suhu fermentasi (25℃), 




khususnya, Hanseniaspora uvarum yang memiliki aktivitas paling tinggi (<80%) 
dibandingkan spesies yeast lainnya (Tabel 1).    
 
Selain suhu, aktivitas β-glukosidase juga dipengaruhi oleh kadar pH dalam media. 
Aktivitas β-glukosidase harus dapat bertahan pada kondisi pH rendah selama proses 
pembuatan wine, dengan pH sekitar 2,5-3,8 (Salgado et al., 2018). Bila dilihat pada Tabel 
1, sebagian besar aktivitas β-glukosidase menunjukkan pH optimum pada kisaran 5,0-
6,0. Hasil ini tidak sesuai dengan kondisi lingkungan fermentasi yang cenderung asam. 
Bila dibandingkan aktivitas relatif dari masing-masing β-glukosidase, pada pH 3,5, 
beberapa β-glukosidase terlihat masih dapat mempertahankan aktivitasnya di atas 40%, 
kecuali Hanseniaspora vineae dan Brettanomyces anomalus.  
 
Berdasarkan Tabel 1, terlihat bahwa aktivitas β-glukosidase dari Hanseniaspora uvarum 
optimal pada rentang pH mendekati netral (pH 6,0) namun masih memiliki aktivitas 
relatif lebih dari 90% pada kondisi asam fermentasi (pH 3,5). Hasil tersebut menunjukkan 
bahwa aktivitas β-glukosidase dari Hanseniaspora uvarum resisten terhadap perubahan 
pH, sehingga dapat diaplikasikan pada media yang memiliki perbedaan pH cukup 
signifikan (López et al., 2015). Bertolak belakang dengan H. uvarum, B. anomalus 
memiliki aktivitas β-glukosidase yang optimal pada pH 5,75, namun tidak tahan terhadap 
kondisi fermentasi wine yang cenderung lebih asam (Vervoort et al., 2016).  
 
Aktivitas relatif enzim β-glukosidase memiliki persentase yang berbeda-beda antar 
spesies yeast (Tabel 1). Hal tersebut menunjukkan bahwa pada konsentrasi glukosa dan 
etanol yang sama, aktivitas enzim β-glukosidase sangat bergantung pada spesies yeast 
yang digunakan (López et al., 2015). Berdasarkan Tabel 1, konsentrasi glukosa 10% 
dalam wine dapat menghambat sebagian besar aktivitas enzim β-glukosidase.  Namun, 
terdapat pula beberapa aktivitas β-glukosidase yang menunjukkan peningkatan, seperti 
aktivitas β-glukosidase dari spesies yeast Candia oleophila, Debaryomyces polymorphus, 
dan Debaryomyces pseudopolymorphus (Tabel 1). Peningkatan aktivitas juga terlihat 
dalam penelitian terkait produksi enzim β-glukosidase dari Issatchenkia terricola dengan 




meningkat 3-8 kali pada media sintetik yang mengandung glukosa (de Ovalle et al., 
2018). 
 
Sejalan dengan efek yang diberikan glukosa, aktivitas β-glukosidase juga dapat 
meningkat atau terhambat dengan keberadaan etanol dalam substrat. Karakteristik 
tersebut tergantung pada strain yeast yang digunakan serta ada hubungannya dengan 
faktor fisiko-kimia dalam substrat lainnya, seperti pH dan suhu (Fia et al., 2018). Tidak 
banyak penelitian yang menjelaskan mengenai efek etanol terhadap β-glukosidase yang 
berasal dari yeast. Namun, pada penelitian terkait enzim β-glukosidase dari strain bakteri 
asam laktat, Oenococcus oeni, kandungan etanol dalam substrat dapat meningkatkan 
aktivitas β-glukosidase (Barbagallo, Spagna, Palmeri, & Torriani, 2004). Hal ini terjadi 
akibat adanya aktivitas glikosil transferase dari beta-glukosidase (Barbagallo, Spagna, 
Palmeri, & Torriani, 2004). Selain itu, etanol juga dapat mengubah permeabilitas 
membran, sehingga dapat mempermudah akses antara enzim dengan substrat (A. 
Grimaldi et al., 2000). 
 
Pada tabel 1, aktivitas β-glukosidase mengalami penurunan aktivitas relatif pada kadar 
etanol 10%. Terhambatnya aktivitas β-glukosidase dapat terjadi apabila konsentrasi 
etanol terlalu tinggi. Secara umum, efek inhibitor etanol terhadap β-glukosidase terjadi 
pada konsentrasi melebihi 8% (Barbagallo, Spagna, Palmeri, Restuccia, et al., 2004; 
Antonio Grimaldi et al., 2000). Selain itu kombinasi keberadaan sulfur dioksida dan 
konsentrasi etanol yang tinggi (15% v/v) juga dapat menghasilkan efek sinergis yang 





























48 94 (Baffi et al., 
2013) 
Brettanomyces spp Selobiosa - - <100 >80 (Cordero 
Otero et al., 
2003) 




- - (Vervoort et 
al., 2016) 
Candida oleophila Selobiosa - - >100 <60 (Cordero 












Selobiosa - - >100 <60 (Cordero 
Otero et al., 
2003) 
D. pseudopolymorphus Selobiosa - - >400 >100 (Cordero 
Otero et al., 
2003) 
Hanseniaspora sp. pNPG - - >40 <10 (Swangkeaw 
et al., 2011) 




>40 >80 (López et al., 
2015) 




>80 >90 (López et al., 
2015) 
Pichia anomala pNPG - - <10 >120 (Swangkeaw 
et al., 2011) 




















<40 65 (López et al., 
2015) 
a Aktivitas relatif enzim β-glukosidase pada suhu standar fermentasi, 25℃ 
bAktivitas relatif enzim β-glukosidase pada pH standar fermentasi, 3,5 






3.2. Peran β-glukosidase Non-Saccharomyces yeast dalam Proses Fermentasi 
Kultur Campuran 
 
Pada Tabel 2, dapat dilihat bahwa dari beberapa literatur yang diperoleh, non-
Saccharomyces yeast dalam fermentasi kultur campuran dapat meningkatkan konsentrasi 
beberapa komponen varietal, seperti terpene, C13-norisoprenoid, volatile phenol, dan 
benzenoid. Spesies non-Saccharomyces yeast yang digunakan yaitu Hanseniaspora 
uvarum, Torulaspora delbrueckii, Candida pulccherima, Kluyveromyces thermotolerans, 
Rhodotorula mucilaginosa, dan Pichia fermentans. Sebagian besar spesies tersebut 
memiliki aktivitas β-glukosidase yang tinggi. Peran aktivitas β-glukosidase dari non-
Saccharomyces yeast tersebut dapat dilihat pada Tabel 2.  
 
Berdasarkan Tabel 2, peningkatan konsentrasi komponen varietal wine, terutama terpene 
dan C13-norisoprenoid akibat adanya aktivitas β-glukosidase terlihat pada sebagian besar 
hasil (Li et al., 2020; Hu et al., 2018; Ma et al., 2017; Azzolini et al., 2012). Pada anggur 
non-floral Corvina dan Rondinell, enzim β-glukosidase T. delbrueckii menunjukkan 
adanya peningkatan komponen terpenes (Azzolini et al., 2012). Sedangkan, dalam 
penelitian Hu et al. (2018), enzim β-glukosidase Hanseniaspora uvarum strain Yun268 
dengan aktivitas enzim 6,6 kali lipat dari Saccharomyces cerevisiae menyebabkan 
peningkatan komponen terpene dan C13-norisoprenoid dalam fermentasi Ecolly dan 
Cabernet Sauvignon. Hasil tersebut sesuai dengan Fernández-González et al. (2003), 
yang menunjukkan kemampuan enzim β-glukosidase H. uvarum dalam menghidrolisis 
komponen terpene pada grapes must.  
 
Aktivitas β-glukosidase juga terlihat dapat meningkatkan komponen volatile phenol 
(Tabel 2). Peningkatan tersebut disebabkan tingginya aktivitas β-glukosidase yang 
dihasilkan non-Saccharomyces (Hu et al., 2018). Bila diperhatikan pada Tabel 2, senyawa 
yang mengalami peningkatan sangat bervariasi. Hal ini dapat dapat terjadi karena masing-
masing non-Saccharomyces yeast memiliki kemampuan β-glukosidase yang berbeda 






Merujuk penelitian Jenko & Čuš, (2013), diketahui bahwa konsentrasi total komponen 
terpene pada fermentasi campuran lebih rendah dibandingkan sampel referensi, namun 
senyawa α-terpineol diketahui memiliki konsentrasi lebih tinggi. Hal ini menunjukkan 
adanya perbedaan aktivitas β-glukosidase terhadap senyawa aroma wine. Pemilihan 
strain yeast sangat penting dalam fermentasi kultur campuran, karena masing-masing 
strain dapat memiliki kemampuan yang berbeda dalam hal biotransformasi dan sintesis 
monoterpene alcohol (A. King & Richard Dickinson, 2000). 
  
Pada fermentasi campuran, kontribusi non-Saccharomyces yeast terhadap profil aroma 
wine berhubungan dengan efek yang dihasilkan dari interaksi antara non-Saccharomyces 
yeast dan S. cerevisiae (Ciani & Comitini, 2015). Interaksi positif antara spesies non-
Saccharomyces yeast dan S. cerevisiae pada sebagian besar fermentasi campuran. 
Interaksi tersebut mengakibatkan adanya peningkatan konsentrasi komponen aroma 
seperti, terpenes dan C13-norisoprenoid, dibandingkan fermentasi kontrol.  
 
3.3. Hubungan Metode Inokulasi dan Konsentrasi Komponen Varietal Wine 
 
Terdapat dua metode inokulasi yang umum digunakan dalam fermentasi campuran, yaitu 
sekuensial dan simultan (ko-inokulasi). Metode sekuensial merupakan metode dimana 
non-Saccharomyces yeast diinokulasi terlebih dahulu sebelum S. cerevisiae diinokulasi 
dalam grape must. Sedangkan, metode ko-inokulasi atau simultan merupakan metode 
dimana spesies non-Saccharomyces yeast diinokulasi dalam waktu bersamaan dengan S. 
cerevisiae.  
 
Pemilihan metode inokulasi dapat berpengaruh terhadap konsentrasi komponen aroma 
wine (Tabel 2). Hal tersebut terlihat pada fermentasi campuran antara T. delbrueckii dan 
S. cerevisiae menggunakan Amarone wine yang dilakukan oleh Azzolini et al., (2012). 
Metode sekuensial menghasilkan konsentrasi linalool, ho-trienol, α-terpineol, endiol, dan 
cis-8-dihydroxylinalool yang lebih tinggi dibandingkan dengan metode simultan (ko-
inokulasi). Konsentrasi linalool serta terpenol yang tinggi juga terlihat pada fermentasi 
sekuensial Muscat d’Alexandrie menggunakan Candida pulcherrima CPV6 dan S. 




Tabel 2. Pengaruh spesies non-Saccharomyces yeast dalam fermentasi campuran terhadap konsentrasi komponen varietal wine (µg/L) 









 S. cerevisiae 
Hanseniaspora uvarum 
Ecolly  Sekuensial  
(S. cerevisiae 
ditambahkan setelah 
48 jam inokulasi H. 
uvarum) 
Terpenes 82 ± 4 124 ± 5 (Hu et al., 
2018)  α-terpinene 5 ± 0  9 ± 1  
 Linalool oxide 9 ± 0 24 ± 1 
 Hotrienol 32 ± 3 39 ± 1 
 α-terpineol 31 ± 1 38 ± 3  
 (E,E)-farnesol 5 ± 0 5 ± 0  
   C13-norisoprenoid 11 ± 1 16 ± 2 (Hu et al., 
2018)    β-ionone 3 ± 1 5 ± 1 
   α-ionone 2 ± 0 2 ± 1 
   TDN 2 ± 0 3 ± 0 










48 jam inokulasi H. 
uvarum) 
Terpenes 43 ± 3 60 ± 7  (Hu et al., 
2018) α-terpinene 4 ± 0  4 ± 0  
Linalool oxide 3 ± 0 5 ± 1 
  linalool 1 ± 0 1 ± 0 
  4-terpineol 2 ± 0 3  ± 0 
  β-citronellol 31 ± 3 44 ± 7  
  (E)-geraniol 2 ± 0 3 ± 0  
   C13-norisoprenoid 11 ± 0 21 ± 2  (Hu et al., 




   β-damascenone 10 ± 0 19 ± 2 
   Volatile phenols 171 ± 15  262 ± 19  (Hu et al., 
2018)    4-ethyl-2-
methoxyphenol 
21 ± 3 25 ± 2 
   Eugenol 3 ± 0 9 ± 0 
   2,4-di-tert-butyl-
phenol 
 







ditambahkan setelah 5 
hari)  
Terpene 950 ± 30* 743 ± 20  (Jenko & 
Čuš, 2013) α-terpineol 57 ± 8*  109 ± 3 
 Citronellol 54 ± 2* 57 ± 1 
  Geraniol 726 ± 14* 488 ± 13 
  Linalool 41 ± 4*  49 ± 2 









ditambahkan setelah 5 
hari) 
Terpene 261,9 ± 5  283,7 ± 7  (Rodríguez et 
al., 2010) Limonene 1,0 ± 0** 1,0 ± 0** 
Linalool 209,8 ± 1** 234,4 ± 7** 
 α-terpineol 9,2 ± 1** 32,4 ± 0** 
  Nerol 9,2 ± 0** 4,6 ± 0** 










Terpene 347,55 ± 
30,5 
405,11 ± 14,5  (Benito et al., 
2015) 
 Linalool oxide 1 9,28 ± 0 10,15 ± 0 
 Neroloxide 22,66 ± 0 21,38 ± 0 
 Linalool oxide 2 3,79 ± 0 3,8 ± 0  




  Vitispirane 3,62 ± 0 3,45 ± 0  
   Linalool 21,6 ± 0 21,9 ± 1  
   Hotrienol 47,65 ± 2,5 57,35 ± 4  
   α-terpineol 14,84 ± 0 16,21 ± 0  
   Nerol 220,11 ± 27 267,87 ± 9,5  
   Geraniol 4 ± 1 3 ± 0  
   C13-norisoprenoid 13,19 ± 0 13,31 ± 0 (Benito et al., 
2015) 
 




Ecolly Co-inoculation (1:4) Terpenols 158 ± 29  218 ± 45  (Wang et al., 
2017)  Nerol oxide 88 ± 20 88 ± 23 
 α-terpinene 1 ± 2 2 ± 2 
  (Z)-Furan linalool 
oxide 
4 ± 2 6 ± 1  
 
   Hotrienol 31 ± 1 42 ± 5 
   α-terpineol 29 ± 2 68 ± 13  
   Geranyl ethyl ether 5 ± 2 12 ± 1  
   C13-norisoprenoid 100 ± 12  93 ± 4  (Wang et al., 
2017)    Vitispirane 84 ± 11 66 ± 1 
   TDN 7 ± 0 8 ± 0 




Pichia fermentans  




 Linalool 5,58 ± 1,1 4,95 ± 0,34 
 Citronellol 0,82 ± 0,07 0,98 ± 0,43 
 α-terpineol 1,45 ± 0,40 1,57 ± 0,5 




Tabel 2. (lanjutan) 
  Farnesol 6,02 ± 0,66 13,4 ± 0,33 
   C13-norisoprenoid 0,89 ± 0,12 2,44 ± 0,11 (Li et al., 
2020) 
 
   β-damascenone 0,89 ± 0,12 2,44 ± 0,11 
S. cerevisiae 
Pichia fermentans 
Ecolly  Co-inoculation (4:1) Terpene 109 ± 7  133 ± 10 (Ma et al., 
2017)  Linalool 4 ± 2 4 ± 0 
 Nerodiol 3 ± 1 4 ± 2 
 α-terpineol 23 ± 1 27 ± 1 
  Nerol 48 ± 2 58 ± 6  
   Dehydro linalool 31 ± 1 40 ± 1  
   C13-norisoprenoid 94 ± 12  153 ± 3  (Ma et al., 
2017) 
  
   β-damascenone 10 ± 1 17 ± 1 







Sekuensial Terpene 197,1 ± 14,6  211,8 ± 14,8  (Azzolini et 
al., 2012) 
 Linalool 15,8 ± 0,3 18,5 ± 0,6 
 Ho-Trienol 7,4 ± 1,6 8,9 ± 2,4 
   α-terpineol 14,6 ± 0,4 19,6 ± 0,1 
  Citronellol 11,4 ± 2,7 9,6 ± 0,5 
   Nerol 3,4 ± 0,1 1,8 ± 0,3 
   Geraniol 5,5 ± 1,1 5,0 ± 0,4  
   Trans-Furanic 
linalool oxide 
2,7 ± 0,2 3,1 ± 0,1  
   Cis-Furanic 
linalool oxide 




Tabel 2. (lanjutan) 
   Trans-Pyranic 
linalool oxide 
6,3 ± 0,6 6,4 ± 0,2  
   Cis-Pyranic 
linalool oxide 
1,5 ± 0,2 1,7 ± 0,2  
   Ho-Diendiol I 16,9 ± 0,6 18,9 ± 1,7  
   Ho-Diendiol II 5,5 ± 0,4 4,2 ± 1,2  
   Endiol 31,8 ± 1,3 36,4 ± 1,0  
   Trans-8-
dihydroxylinalool 
21,9 ± 0,3 18,9 ± 1,5  
   Cis-8-
dihydroxylinalool 
28,0 ± 3,0 33,8 ± 3,5  
   4-Terpineol 20,8 ± 1,4 21,2 ± 0,4  
   p-Cymene 0,6 ± 0,1 0,6 ± 0,1  
   C13-norisoprenoid 89,1 ± 7,6  105,6 ± 5,1 (Azzolini et 
al., 2012)     β-damascenone 6,9 ± 0,6 6,3 ± 0,5 
   TDN 1,7 ± 0,1 1,6 ± 0,2 
   Ethoxy TDN 0,3 ± 0,3 0,3 ± 0,4 
   Vitispirane 1 5,5 ± 0,1 5,6 ± 0,4  
   Vitispirane 2 2,6 ± 0,7 3,3 ± 0,3  
   Ethoxy-actinidol 1 1,5 ± 0,2 1,7 ± 0,1  
   Ethoxy-actinidol 2 0,8 ± 2,4 1,0 ± 0,2  
   Actinidol 1 7,5 ± 0,1 8,1 ± 0,2  
   Actinidol 2 14,9 ± 0,7 15,9 ± 0,1  
   3-Oxo-α-ionol 47,4 ± 2,4 61,8 ± 2,7  
   Phenols 67,5 ± 12,7  76,5 ± 5,7  (Azzolini et 




Tabel 2. (lanjutan) 
   4-Ethyl phenol 4,7 ± 0,2 6,1 ± 0,5 
   4-Ethylguaiacol 2,2 ± 0,1 3,3 ± 0,2  
   Eugenol 7,3 ± 0,2 7,6 ± 0,2  
   Guaiacol 6,1 ± 0,4 6,1 ± 0,5  
   o-Cresol 2,7 ± 0,0 2,7 ± 0,2  
   p-Cresol 1,8 ± 0,1 1,9 ± 0,3  
   Phenol 6,8 ± 0,1 7,2 ± 0,3  
   Benzenoids 607,8 ± 31,7 646 ± 30,5  (Azzolini et 
al., 2012)    Homovanillic 
alcohol 
152,4 ± 15,2  177,8 ± 12,9 
   Vanillin 23,6 ± 1,1 35,0 ± 3,7 
   Acetovanillone 146,6 ± 7,3 161,3 ± 5,7 
   Homovanillic acid 14,3 ± 1,2 13,3 ± 0,9  
   Methyl vanillate 10,9 ± 0,4 10,5 ± 1,7  
   Ethyl vanillate 260,0 ± 6,5 248,1 ± 5,6  
* sampel referensi menggunakan S. cerevisiae Uvaferm 228 







Pemilihan metode inokulasi berkaitan dengan laju fermentasi dan pertumbuhan yeast 
selama proses fermentasi. Metode inokulasi sekuensial cenderung memperlambat laju 
fermentasi (Azzolini et al., 2012; Jenko & Čuš, 2013).  Penelitian Azzolini et al., (2012), 
menunjukkan bahwa meskipun metode sekuensial memiliki laju fermentasi yang lebih 
lambat dibandingkan metode simultan namun, pada metode sekuensial, T. delbrueckii 
dapat bertahan hingga konsentrasi etanol 16,5%. Sedangkan, pada metode simultan, S. 
cerevisiae mendominasi sehingga T. delbrueckii tidak dapat bertahan pada hari ke-14.  
Hasil yang sama juga terlihat pada fermentasi T. delbrueckii pada anggur 
Gewurztraminer, dimana metode sekuensial memiliki laju paling lambat dalam 
penggunaan CO2 (Jenko & Čuš, 2013). 
 
Hasil serupa juga dapat diketahui pada penelitian Hu et al., (2018), dimana metode 
sekuensial memperlambat laju fermentasi, namun H. uvarum dalam metode sekuensial 
memiliki jumlah lebih banyak dibandingkan metode simultan. Hal tersebut menyebabkan 
aktivitas β-glukosidase metode sekuensial menjadi lebih tinggi dan meningkatkan 
kandungan volatile phenol sebanyak 53% dalam wine Cabernet Sauvignon.  
 
Di sisi lain, rasio antara spesies non-Saccharomyces yeast dan S. cerevisiae juga sangat 
penting untuk diperhatikan. Spesies non-Saccharomyces yeast cenderung memiliki rasio 
awal yang lebih besar dibandingkan S. cerevisiae (Hu et al., 2018; Ma et al., 2017). Pada 
fermentasi campuran antara Pichia fermentans dan S. cerevisiae, konsentrasi terpenol 
semakin meningkat seiring dengan semakin tingginya rasio inokulum yang digunakan 
(Ma et al., 2017). Peningkatan komponen varietal (terpenes dan C13-norisoprenoid) juga 
didapat pada fermentasi campuran antara Hanseniaspora uvarum dan S. cerevisiae, 
dimana rasio inokulum strain H. uvarum lebih tinggi dari S. cerevisiae (Hu et al., 2018).  
 
 
 
